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中島 友紀 
 
＜緒言＞ 
 現在、地球温暖化、環境汚染、乱開発により多くの野生鳥類が絶滅の危機に
曝されている。また、近年度々流行している高病原性鳥インフルエンザや東日
本大震災等の大規模災害は、野生鳥類の生存のみならず、養鶏業にも深刻な影
響を与える。生体以外の効率的な種の保存の一環として、精子や卵の凍結保存
が挙げられるが、鳥類の卵の凍結保存は構造的・生理学的に困難であり、実用
段階に至っていない。したがって、鳥類遺伝資源の保存には、卵の凍結保存に
代わる保存・再生方法の開発が必要である。近年、精子および卵の前駆細胞で
ある始原生殖細胞（PGCs）が移住する性質を利用し、PGCs もしくは生殖巣生殖
細胞（GGCs）をレシピエント胚に移植することによる生殖系列キメラの作出が
報告された。初期胚の血液中に存在する PGCs は回収可能な時期が限られるのに
対し、生殖巣に存在する GGCs は回収可能な時期が長く、確実に回収すること
が可能である。したがって、GGCs を用いることにより受精卵の獲得が困難な希
少種、産卵数が少ない種、孵卵日数が未知である種への応用が期待できる。 
 
＜実験 1＞ 
これまでGGCs回収は、トリプシンを用いて生殖巣を分解し、分離されたGGCs
を回収する方法が主流であった。しかし、生殖巣においては体細胞が圧倒的多
数を占めるため、GGCs の回収は極めて困難である。そこで、まず実験 1 におい
てニワトリ胚における効率的な GGCs の分離法の開発を試みた。ニワトリ 7 日
胚から生殖巣を取り出し、PBS[-]内、37.8℃で 30 分から 24 時間培養し、培養後
生殖巣から分離された GGCs 数、GGCs の生存率、および分離した総細胞数に対
する GGCs の割合（GGCs 純度）を測定した。その結果、培養開始 30 分後に生
殖巣から GGCs が遊離することが観察された（Figure 1）。遊離 GGCs 数は培養時
間に伴い有意に増加することが示された（P＜0.05）。また、生存率は培養開始 5
時間までは 95%以上の値を示していたが、培養開始 6 時間以降は培養時間に伴
い有意に低下した（P＜0.05）。さらに、GGCs 純度は培養開始 1.5 時間までは約
50％を示し、それ以降は培養時間の低下に伴い有意に低下した（P＜0.05）。以上
の結果から、ニワトリ 7 日胚生殖巣を PBS[-]内、37.8℃で 1 時間程度培養するこ
とにより GGCs を選択的に分離することが可能であることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Discharge of gonadal germ cells (GGCs) from chick embryonic gonads after a 1-hour 
incubation in phosphate-buffered saline without Ca
2+
 and Mg
2+
 at 37.8°C. (n≧5) 
A: Gonad of 7-day-old chick embryos. Bar = 200 μm. B: Bar = 50 μm. C: 
phosphate-buffered saline without Ca
2+
 and Mg
2+
 for 1 hour.  
* : GGCs,  Bar = 30 μm. 
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＜実験 2＞ 
 次に、実験 2 において新たに開発された GGCs の分離法（PBS[-]法）における
GGCs の遊離要因を検討した。ニワトリ 7 日胚から生殖巣を取り出し、PBS 内で
1 時間培養し、培養後生殖巣から分離された GGCs 数および GGCs 純度を測定し
た。遊離要因として、培養液中の Ca2+および Mg2+濃度、培養温度、および生殖
巣を中腎から取り出す操作について検討した。その結果、生殖巣を中腎から切
除し PBS[-]内で培養することにより、GGCs 遊離が観察された。また、生殖巣か
らの GGCs 遊離は PBS 中の Ca2+濃度上昇により抑制、かつ生理的温度により促
進されることを明らかにした（Figure 2）。これまで Ca2+依存的細胞接着タンパク
は培養温度の影響を受けることが報告されている（Takeichi, 1977; Ueda et al., 
1976）。このことから、本研究における生殖巣からの GGCs 遊離は Ca2+依存的タ
ンパクにより影響される可能性が推察される。今後の研究において、さらなる
検討が必要であると考えられる。 
 
Figure 2. Effects of Ca
2+
 and incubation temperature on spontaneous discharge of GGCs into 
PBS from gonads of 7-day-old embryos (n ≥ 10, means ± SE). 
a, b, c, d: Numbers with different letters are significantly different at P < 0.05. 
＜実験 3＞ 
さらに、実験 3 において、PBS[-]法を用いることによりニワトリ 7 日胚以外の胚
からの GGCs 分離を試みた。その結果、雌雄のニワトリ 5 および 9 日胚から、
PBS[-]法を用いることにより GGCs の分離が可能であることが明らかになった。
また、同法を用いることにより、絶滅危惧ⅠA 類に分類されるコウノトリおよ
びホオアカトキの様々な発生段階の胚から GGCs を分離することが可能である
ことが示された。 
 
＜実験 4＞ 
 GGCs を用いた鳥類遺伝資源の長期保存および復元には、生殖系列キメラ作製
技術および凍結保存技術を組み合わせ、システム化することが必要である。そ
こで、実験 4 において凍結保存した生殖細胞を用いた長期保存および個体復元
システムの開発を試みた。ニワトリ 7 日胚から回収し、凍結融解したドナーGGCs
をレシピエント胚に移植することにより生殖系列キメラを作製した。凍結・融
解 GGCs を移植することにより作製された雌キメラに凍結・融解精子を人工授
精した結果、ドナーGGCs 由来の産子を得ることに成功した。また、非凍結 GGCs
を移植することにより作製した雄キメラから採取した精子を凍結・融解し、人
工授精に用いることによりドナーGGCs 由来の産子が得られた。さらに、雌雄の
生殖系列キメラ同士を交配させること、また、雄キメラより採取し凍結・融解
した精子を雌キメラに人工授精することによりドナーGGCs 由来の産子の復元
が可能であることが示された。これらの結果から、GGCs および精子の凍結保存
技術および生殖系列キメラの作製技術を組み合わせることにより、ニワトリに
おける長期保存および個体復元システムの構築に成功した。 
 
実際に得られた受精卵の孵卵日数が未知である希少鳥類の保存・復元を想定
した場合、ドナーGGCs の発生段階および性に柔軟に対応可能な生殖系列キメラ
作製法の確立が必要である。そのためには、今後、発生に伴う GGCs の増殖お
よび分化機構の解明が必要であると考えられる。 
 
